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Blochimie str ucturale 


La biochimie structurale etudie, par des methodes derivees de la 
physique et de la chimie: 

-la composition chimique precise des molecules biologiques. 
-la faqon dont ces atomes sont assembles . 

-la structure tridimensionnelle qui en resulte. 

La connaissance de la structure d'une molecule , de sa forme dans 
I'espace et permet de comprendre sa fonction. 

La biochimie structurale etudie les biomolecules impliquees dans 
la majorite des processus vitaux : 

Proteines, Acides nucleiques, Glucides et Lipides 
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les Proteines 



Les Objectifs: 

Connaitre la structure d'un AA 


Reconnoitre des molecules simples (AA) dans une structure 
complexe (proteine) 

Mettre en evidence une propriete physique ou chimique 
Savoir les differentes structures proteiques 
Decrire les domaines dune proteine qui participent a la 
fonction ( relation structure fonction) 


Fonctions les proteines 

Les proteines remplissent des fonction tres diverse dans I'organisme : 

>=> Elies transportent d'autres molecules comme I’hemoglobine qui 
transporte I'oxygene des poumons aux organes . 

i=> Elies jouent le role d' hormone et transmettent des messages a 

trovers I'organisme, comme ‘ insuline . 

■=> Elies donnent une forme aux cellules comme le cytosquelette . 

■=> Elies permettent aux cellules de se mouvoir comme les lagelles 
ou les spermatozoTdes. 

i=> Certaines proteines sont des catalyseurs de reactions 
chimiques , ce sont les enzymes. 

■=> Certaines proteines assurent I'identite d'un organisme et sa 
defense : Les mmunoglobulines qui permettent de reconnoitre le soi du 
non-soi ; elles sont appelees anticorps. 

|=> Elies permettent la regulation de la machinerie metabolique : ce 
sont les activateurs ou les represseurs. 

i=> Les proteines peuvent etre nuisibles : comme les toxines. 
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les Proteines 

|== I> Les proteines: les molecules les plus complexes et les plus variees 
des etres vivants. On fabriquerait ~100 000 proteines differentes qui 
constituent plus de 50% du poids sec des cellules. 

i==> Une proteine, est une macromolecule composee par une chaine 
d'acides amines lies entre eux par des liaisons peptidiques. On parle de 
proteine lorsque la charne contient plus de 100 acides amines. 

>=!> Toutes les proteines resultent de la combinaison de 20 acides 
amines differents. L'enchamement de ces A A est code par le genome . 

i=> Un acide amine est une substance organique avec une fonction 
amine et une fonction carboxylique. 

I== !> Un peptide est forme d'un nombre restreint d'AA (<100) 

i=!> Une proteine est formee d'un ou de plusieurs peptides. 


3 


exosup.com 


page facebook 


18 / 12/2014 




Carbone a 



\l 

H 3 N CH— C==0 


Groupement 
a amine 


i y Groupement 
carboxyl 
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Acide amine 

Code a 3 lettres 

Code a une lettre 

Alanine 

Ala 

A 

Glycine 

Gly 

G 

Leucine 

Leu 

L 

Proline 

Pro 

P 

Threonine 

Thr 

T 

Cysteine 

Cys 

C 

Histidine 

His 

H 

Isoleucine 

lie 

I 

Methionine 

Met 

M 

Serine 

Ser 

S 

Valine 

Val 

V 


Acide amine 

Code a 3 lettres 

Code a une lettre 

Arginine 

Arg 

R 

Phenylalanine 

Phe 

F 

Tyrosine 

Tyr 

Y 

Tryptophane 

Trp 

W 

Asparagine 

Asn 

N 

Acide glutamique 

Glu 

E 

Glutamine 

Gin 

Q 

Lysine 

Lys 

K 

Acide aspartique 

Asp 

D 
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Groupe desacides amines aliphatiques 



1 - AA Neutres 
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1 
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3- AA dicar boxy I iques 


D (Asp) 

E (Glu) 

^ N (Asn) 

0 Q (Gin) 

* 

m 

• + 


0,0 ^ 

f# 

* .* 

• .* 

•z 

# ,# 
* 

r #/ 


> 

«/• 
»* *, 

. •* 
;* *• 

Aspartic acid 

Glutamic acid 


Glutamine 


pK R =3.7 

o 


CH- 


H,N — CH-C— 0 

J ri n 


pK R -U 

o 


II- 


v CH 0 


P|H 2 


pK, = 9.6 


o I*." 1 * 


Ho N — CH— CrrrzO 

<x ! 

pK,-9.7 O P^,-2.2 


6 2 

nh 9 

I 

t|= 0 .. 

CH 9 


HoN — CH-C— 0 

a |i - 

P K 2 = 8.8 q pK,-2.° 


NH, 

I 

5C = 0*' 

I 

y | H 2 

CH, 


3 


HoN — CH-C— O 

“ I! - 

P K 2 = 9.I o PK,=2.2 
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5- AA soufres 



pK K = S.2 

$H 


CH. 


+ H,N — CH-C— O 

w I! - 

pK^ 10.3 q pK, = 2.(1 


- M (Met) 


Methionine 


V? H 2 


CH, 


1 

T HoN — CH-C— O 

■ I! - 

pKj-9.2 O PK, - 2.3 


troupes ties AA aromatiques 
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Groupe des AA a fonction amine secondaire 



P (Pro) 

# 


# 


* 

** 

m* 

* m 



m 

# 



Proline 



Y 



La Proline et I'Hydroxyproline : AA a-amines derives 
de la pyrrolidine, solubles dans I'alcool ethylique, la 
Proline se trouve dans les Prolamines , 
I'Hydroxyproline dans les collagenes. 


Classeraent des acides amines 

• Acides amines simples : G\y , Ala 

• Acides amines acides : Asp , 6lu 

• Acides amines amides : Asn , G\r\ 

• Acides amines basiqes : Arg, Lys, His 

• Acides amines alcools : Ser , Thr 

• Acides amines soufres : Cys, Met 

• Acides amines aliphatiques ramifies : Val, Leu, He 

• Acides amines aromatiques : Phe, Tyr, Trp 

• Amine secondaire : Pro 

Les acides amines essentiels sont : valine, leucine, isoleucine 
lysine, methionine, threonine, phenylalanine et tryptophane . 
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Poncfhrts dm abides ommis 


Les acides amines peuvent etre les precurseurs de composes 
specifiques biologiquement actifs. 

Participer a la synthese des proteines . 

Precurseurs des bases purique et pyrimidique (Aspartate, 

glycine et glutamate) 

Substrats energetiques: leur oxydation contribue a 20 % de 
I'energie produite par I'organisme. 

Precurseurs d' hormones et de mediateurs: 

- Phenylalanine et tyrosine sont les precurseurs des hormones 
thyroidiennes et des catecholamines. 

- Tryptophane est le precurseur de la serotonine. 

- Histidine est un precurseur de I 'histamine. 

- Glutamate est un precurseur du GABA (neurotransmetteur). 

- Arginine est le precurseur de I'oxvde nitrique radicalaire, 
responsable de I'activite antitumorale des macrophages. 


lonis^km des punts acide-base les AA 

1 -Notion d'acide-base 


Un acide est un donneur de proton, une base est un accepteur de 

proton, chaque acide possede une base conjuguee: 



Acide ~ — ► Base + H + 


Les acides amines sont des acides faibles, ils sont ionises en 
solution, Les acides amines sont appeles diionique amphoteres. 
L' ionisation varie avec le pH : il setablie un equilibre reel 
entre I'acide et sa base conjuguee. 


HA 


H + + A* 
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Notion de pH 


On introduit le terme de pH pour exprimer la concentration en 
ions H*tresfaible des solutions biologiques: 

pH= -log [ H + ] 

Pour les acides faibles (AA) , le pH de la solution est 
represente par I equation d'Henderson-Hasselbalch 

pH= pKa+loq [A ] , [base] [accepteur H+] 
[HA] [acide] [donneur H+] 

Le pKa mesure la tendance d'un groupement acide a liberer un 
proton H\ il correspond a la demi dissociation de la fonction 
acide 


Dissociation d’un AA 

NH 2 /NH 3 + COOH/COO" 
pKH ~ 9 ttCH P Kc — 2 

I 

R 


les acides amines existent en solution aqueuse, sous 3 formes: 


H 

+ H 3 N — C— COOH 

R i 



H 

+ H 3 N — C — coo 



R 3 +H + 


H 


nh 2 — C — COO' 


R 


i + H + 


Forme cationique 

milieu acide 


Forme neutre(Zwitterion) Forme anionique 
point isoelectrique milieu basique 
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2 -Dissociation des chaTnes laterales 
Dissociation de I'acide aspartique 

pH acide pH basique 




nh 3 + cooh 

CH 

1 

Nhb + COO 

\ / 

CH 

1 

Nbb + COCr 
™/ 

CH 

1 

Nhh COOT 

\ / 

CH 

1 

1 

CH* 

1 “ 

1 

CH* 

1 

1 

CH* 

1 “ 

1 

CH* 

1 * 

1 

C00H 

1 

COOH 

1 

COOT 

1 

coa 

Asp+ 

Asp+- 

Asp+2- 

Asp2- 

Pour chaque AA 

on calcule le pHi= 

pKl+pK2 

2 


3- Courbe de titraoe ou Titration 



Trace du pH d'un A A en fonction d’une base forte = courbe de titrage 
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Les fonctions ionisables des AA sont d'autant plus protonnees que le milieu 
est plus riche en ions H+ ( le pH est plus faible ). 


AA a fonction ionisable anionique 


rEt eKn eES. ri-D 

OHJ pH. ptct pHl 

GH— COO' 

|' M 9.8 3.9 3.C 

GQ£^-<fl3t^-CII-GOO- ZZ 9.7 +.j 3.1 


WAS 

acids sspartique cu aspartate 

acids alutamicLie on glutarr ate 

(13Sf< Asp p 

(147; gu (E) 


AA a fonction ionisable neutre 


pKC pKN pEE pHI 
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' HH.+ 
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7.7. S' in 1 * 7 

'H 

■yrcRrs trw) i v i’V) 



AA a fonction ionisable cationique 
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pEM pEK pm 

pIC pi'll plOt jO 

imS~ (C3%j^cH_cro- 

MHj + 


w fr~ (rw E 'h 5 - c.v - con ■ 
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v- 
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A 
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Chaine laterale polaire sans fonction ionisable 


pEE pKW pKfc pHi 

pEE pKW pKfc pHi 

IJD-Cili-CII-COO- 

1 2.2 9.2 5.7 

NH/ 

serine (I05)9er (S5 

coo- 

NH3 + 5.0 8 8 5 + 

aspa[ayiiie(i3g Asn (N) 

r%Cli-CH-COCr 

BO V “ “ 63 

thr^oninft (1 1R) TVtr (T) 

!3 9.1 5.7 

glutamine (140 an too 


ACIDES AMINES : Fof mules a pH 7, (Masse moleculaie), Sigles,|>Kc<™,- 
caboxyl), pKw (a-anino X p Kr (chaihe laterale), pHi Cp H isoelectrique) 


Chatne laterale non polaire 


pKE pKN pKR pm 

p)KD piBCH pflCR p)HI 

:±i'^GH— coor 

NH,+ 3.3 9.6 S.D 

glycine (75) ay(O) 

,.^: N 

,GH,....CH-COO- 2Q 106 fi3 

' — HHi + 

Dr Cline (115) Pro fP) 

ch— era- 

NH 3 + 2-3 3-7 6.0 

alanine C39) Ala (A) 

1; CH-COO- 

nh 3 + 1-a e.l 5.5 

phenylalanine (165) Phe (F) 

... . . CH— cocr 

■ <?Fi, - ; i 

NH 3 + 5.3 9.6 6.0 

valine (1 17) Val (V) 


^ '^eK^ea-cH-cexa- 

IGltr-E ■■■■7 | 

: E ■ NH 3 + 2.4 9.6 6.0 

leucine (131) Leo £L) 

" 1 . 2.3 0.!1 5.8 

nh 3 + 

m ethionine (149> Met (M) 

I'SrT:- . 'r^ ;i|i'i<7Ffa-CH-CCO~ 

: : : '<2H-CH-COCr 

■ ;*:;;:!!!* ■ NH S + *A 9.7 6.1 

isoleucine(i 31) lie (I) 

:NH 3 + 1A 9 A 5.9 

'■ ' : : '' 

tryptophane (£04) Trp (W) 
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Liste des 20 acides amines represents dans le code genetique 


Nom 

Code 
a 1 lettre 

Code 
a 3 lettres 

Masse 

molaire 

(g.mol 1 ) 

Pi 

pKj 

(-COOH) 

pK 2 

(-NH 2 ) 

pK R (-R) 

Alanine 

A 

Ala 

89.09 

6.01 

2.35 

9.87 


Arginine 

R 

Arg 

174.20 

10.76 

1.82 

8.99 

12.48 

Asparagine 

N 

Asn 

132.12 

5.41 

2.14 

8.72 


Aspartate 

D 

Asp 

133.10 

2.85 

1.99 

9.90 

3.90 

Cysteine 

C 

Cys 

121.16 

5.05 

1.92 

10.70 

8.18 

Glutamate 

E 

Glu 

147.13 

3.15 

2.10 

9.47 

4.07 

Glutamine 

Q 

Gin 

146.15 

5.65 

2.17 

9.13 


Glycine 

G 

Gly 

75.07 

6.06 

2.35 

9.78 


Histidine 

H 

His 

155.16 

7.60 

1.80 

9.33 

6.04 


Isoleucine 

I 

lie 

131.17 

6.05 

2.32 

9.76 


Leucine 

L 

Leu 

131.17 

6.01 

2.33 

9.74 


Lysine 

K 

Lys 

146.19 

9.60 

2.16 

9.06 

10.54 

Methionine 

M 

Met 

149.21 

5.74 

2.13 

9.28 


Phenylalanine 

F 

Phe 

165.19 

5.49 

2.20 

9.31 


Proline 

P 

Pro 

115.13 

6.30 

1.95 

10.64 


Serine 

S 

Ser 

105.09 

5.68 

2.19 

9.21 


Threonine 

T 

Thr 

119.12 

5.60 

2.09 

9.10 


Tryptophane 

W 

Trp 

204.23 

5.89 

2.46 

9.41 


Tyrosine 

Y 

Tyr 

181.19 

5.64 

2.20 

9.21 

10.46 

Valine 

V 

Val 

117.15 

6.00 

2.39 

9.74 
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Les solutions AA sont incolores. Les AA aromatiques absorbent dans I'U.V. 
entre 260 et 280 nm. L'absorption ultraviolette des proteines provient de leur 
teneur en tryptophane et parfois en tyrosine. 

L'absorption a 280 nm est due principalement aux noyaux phenols des 
tyrosines, qui sont plus f requentes dans les proteines que le tryptophane, qui 
absorbe beaucoup plus a cette longueur d'onde. 

L'absorption de la lumiere UV a 280 nm est caracteristique des proteines et 

sert a les doser. 


Methodes de detection et tie dosage des AA 


A-Chromatoqraphie de portage 


chroma t opaque 
support de la phase 
siattonnaire 


La phase aqueuse est 
constitute par 
Phumidite du papier 




4 * * — •— 


couvereie 


cuve <©n verre 
■ satur^e en vgpeurs 
de solvent 

phase mobile 


La phase organique migre par 
capillarite sur le parier . 


Dans la chromatographie sur papier, la phase aqueuse est constitute par 
I'humidite du papier (cpse stationnaire), la phase organique (cpse mobile) migre 
par capillarite sur le parier , entramant les AA, ceux qui sont hydrophobes 
migrent plus rapidement que ceux qui sont hydrophiles. 
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couvercla 



Apres developpement du chromatogramme les AA seront 
identif ies par la ninhydrine. 


Chaque AA est 
caracterise par la 
vitesse de son 
deplacement sur le 
parier. 



chrcmatojjraahie clromatogra^hii 

(noiodimensioiindle bidimensiaifielte 


f"nnh rii. ^nvAHt 


ligtie de dipct 


1 

f 

:I" 

H 

A J 

i 


R f - ll/H 


h parcourue AA 
H front de migration 
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B-Chromarographie sur echanqeur d'ions 


* 


sipport ■ 
nacromolGculaire 


lipism "irvqlpntfi 

inn finhangfimlR 


Hi 


groupement ronctionnei oiise 


Les resines a echange d'ions 
sont des polymeres 
insolubles qui f ixent des 
fonctions polaires ionisables. 


Echanqeur de cations Echanqeur danions 

Forts 


G.Sulfonyl 

j-s(S 

resine 

sulfonique 

i 

ch 3 

1 ~Li amronium 

-n— lh 3 qu£tern£ | re 

N ch 3 




Faibles 





-COj 

resine 

carboxyl icua 

— NH^" amine primaire 


Carboxymethyl 

Cellulose 

-™ 2 co 2 - 

ch 2 ch 3 

-CH 2 CH 2 NH + 

CH 2 CH 3 

DEAE- 

Cellulose 
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nr ir nr 
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C- Electrophoreses C'est une methode de separation de 
particules chargees electriquement par migration differentielle 
sous Taction d'un champs electrique. 

Bandc de papier sur cowerclfi 



Q d'un acide 
amine . 
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D-Proprietes associees a certains radicaux 

1- La fonction SH de la cysteine (Fonction Thiol) 

Oxydation performioue: sh S 03 H 

CHjO ► CHjO 

I I 1 a III Acide sulfonique 

Cys nanh-CH-C OH T ^nh-ch-c- OH 

2 2 

Acide performique 


Oxydation douce par lair : (Formation de pont disulfure) 

SH 

i 

ch 2 o 

^^nh^ch-coh + « * R1-S-S-R2 + H20 

2 Cys Pont disulfure 


Reduction dun pont disulfure: 

2 Agents reducteurs: 

- Le (3-mercaptoethanol : hs-ch 2 -ch 2 oh 

- Le dithiotreitol (DTT) : HO \ / 0H 

CH-HC 

/ \ 

HS-CH^ h 2 c— sh 

La reduction est une reaction reversible. 


Carboxymethylation des Cysteines 

SH 

i 

c H 2 o ° 

^NH-CH-C OH + I-CH 2 -C-OH ► 

2 

Cys Ac Iodoacetique 
Cette reaction est irreversible. 


o 

ii 

s -ch 3 -c-oh 

I 

CH, 

^NH-CH-CO-] OH + HI 
2 

Carboxymethyl Cysteine 
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2-Thioether de la Methionine : ( Reaction au Bromure de cyanogene) 

BrCN 

/WNNH-iJH-CO-NH- - " ■■ ■—■«. — NH-CH~C-NH*- aaa 
P*2 CH 2 'O 

CH 2 

f Br s + - CN 

-H 3 i.H 3 

Met 


- NH- CH C - N + H— 

O I 1 4 HC - S -CN + Br" 

"ch 2 

2 H->0 

» AAA NH-CH-COOH -- fi^AAA 

tH 7 
CH 2 OH 

Homoserine lactone 


Cette reaction est specif ique des methionines. 



3-L'hydroxyl de la Serine 

0 

1 

H 2 N-CH-COOH + HO-P-O 

2 I II 

ch 2 o 

I 2 

OH 

Serine Ac phosphorique 


* h 2 n-ch-cooh +h 2 o 

2 I 2 

CH2 

I 

9 

°-?r° 

o 

Serine phosphorylee ou 
phosphoserine 


Certaines serines sont phosphorylees 
naturellement. 
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Les Peptides 

A- Formation de la liaison peptidique 

Un peptide : combinaison de 2 ou plusieurs AA par des 
liaisons amides particulieres = liaisons peptidiques 


Ft, O 

r in 
-c- 

i 

H 


R h O 

I II 


R, 0 

III 


R> 0 
I II 


-OH H,N- C-C-N- C-C-OH -*■ HOH 

1 f 1 1 

H / H H 
Liaison peptidique 


0 R^ 0 Rt 0 Rj 0 

Ki+ i ii i ii i ii r ii 

Nt HjH-t- C- N- t-t-N-C-C-N- C-C- O Ct 
I I I I 

H H H H 


ChaTne peptidique 


HO Ri 

.ii ,i 

HgW + — C— C— O' + HgN+ C-C-O' 

I I II 

Rl HO 


aa n + 1 


aa if 2 


T 


dipeptide 

Ho Ri 

, 1 11 I 

HgN + — C— 0— N— 0— 0— O' 

| I I II 

Rl H H 0 


aa 1 


aa: 


HrO 


aa^ 


liaison pcplidiquc 


aa + 


0 Ri H 0 R4 

II I | II 1 

HgN + — CH— C— N— CH— C— N— CH— C— N— CH— C— 0' 

, I I II I I II. 

A Rl H 0R3 H 0 A 


extieniite N-temiinale 
(ainino-temunale) 


extieniite C-temiinale 
(carboxy-tennmale) 
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Entre I’extremite Nt et Ct du peptide, ce qui reste de chaque AA 
apres perte d'une molecule d'eau pour former une liaison peptidique 
s'appelle un residu d'aminoacide. 



acides amines: peptide 


Les oligopeptides (dipeptides et tripeptides) ne donnent pas de reaction 
au Biuret, qui n'est positive que si le peptide contient au moins 4 AA 
( Coloration bleu-violacee ) 


B- Structure de la chame peptidique 



Configuration Trans de 2 
residu s successifs 


Les atomes participant a la liaison peptidique sont Ca , CO et NH . La liaison 
peptidique peut exister sous la forme cis ou trans .Le placement des R d'AA 
sur les Ca n'est possible que dans la configuration trans. La liaison 
carbone-azote possede un caractere partiel de double liaison: le motif de 
la liaison peptidique est plan. 
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L'qqencement spatial de la chatne polypeptidique 



Cheque plan compiend six a tomes. Les plans sont aiticules entie eux autnur des 
raitiones alplia par litme notation : angle plii Cot-N) et psi (W, Gct-C) du me me aa. 


Le squelette polypeptidique apparaTt comme une succession de plans, 
limitant enormement les degres de liberte de la structure. 



Rotation de 2 liaisons peptidiques successives autour d'un meme 
atome de Ca. 

Si les angles sont egaux, la chatne peptidique prend une forme 
organisee (Structure ordonnee), sinon la structure est desordonnee 
(pelote statistique) 


24 



18 / 12/2014 


Les peptides sont des polymeres charges 



Methodes d'analyse de la sequence peptidique 

A- Composition qlobale en AA: 

Elle peut etre determinee apres HAT: -coupe les I. peptidiques 

-detruit le Trp 

( HCI 5.6N a 100°pd 24 a 72h) -transforme Asn en Asp 

et Gin en Glu 

L etablissement de la sequence des AA d'une chame peptidique 
comprend plusieurs etapes d'hydrolyses (chimiques ou 
enzymatiques). L'identif ication et le dosage des AA constitutes 
s'effectuera par chromatographie sur resine echangeuse d'ion 

B- Determination du residu N-terminal 

*Les reactifs chimiques : 

-Le 2,4-dinitrofluorobenzene (bNFB) — ► (bNP AA). 

-Le chlorure de dansyl (bNS-CI) *■ bNS AA 

-Le phenylisothiocyanate (PITC) ► PTH AA. Cette reaction est 

cyclique. 
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Methode de 
donsylotion 

-Le chlorure de 
dansyl (DNS-CI) 
dans la methode de 
dansylation qui 
dome un DNS AA 
fortement 
fluorescent en UV. 
La dansylation est 
100 fois plus 
sensible que la 
methode de Sanger. 


H3C-N-CH3 



S02C1 

Chlorure de dansyl 
(DNS-CI) 

Reactif fluorescent en lumiere UV 

V 


H2N-CH-CO-Gly-Lys-ValCOOH 
CH3 


Marquage ou fixation 


H3C-N-CH3 



H3C-N-CH3 



NH-CH- CH3-COOH Dansyl-Ala Fluorescent (DNS-Ala) 
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Degradation 

d'Edman 


Le phenyl 
isothiocyanate 
(PITC) dans la 
Degradation 
d'Edman qui donne 
un PTH A A. Cette 
reaction est 
cyclique. 


+ H2N-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH— 
R1 R2 R3 


Phenylisothiocyanate 

(PITC) 


Peptide 


Fixation a pH8 ou marquage 


NH-C-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NHCH-CO-NH— 
R1 R2 R3 


Phenyl thiocarbamyl peptide 

Cyclisation a pH faiblement acide 


^C H X 


NH2-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH— 


Peptide racourci d'unAA 


Phenylthiohydantoine AA1 
(PTH-AA1) 


PITC 


^ Fixation pour un 2eme cycle 
Phenylthiocarbamyl peptide racourcie d'un AA 
Cyclisation 


PTH-AA2 + peptide racourci de 2 AA 


Dosage des acides amines apres hydrolyse 
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* Methode enzvmatique utilisant les aminopeptidases A et N qui 
sont specif iques des AA N-terminaux. 


C- Determination du residu C- terminal 

- Methode chimique: - par I'hydrazine anhvdre a chaud : 


R, 


R, 


NH 2 -CH-C-NH-CH-COOH 

ll 

o 


NH2-NH2 

I 


R, 


nh 2 -ch-c-nh-nh 2 + 


II 

o 


NH2-CH-COOH AA Ct 


R, 


Rn-CH-NH 2 

I 

COOH 


- Reduction par le Borohydrure de Lithium 
LiBH4 


- Rn-CH-CH 2 -OH + H20 
I 

NH2 


-Methode enzvmatique: 

Les Carboxypeptidase A ou B sont des exopeptidases qui liberent I'AA 
en Ct . 

D- Hydrolyse partielle des chaTnes 

- Digestion enzvmatique Endopeptidases specifiques: 

- Trypsine — ► Arg et Lys 

- Chymoptrypsine — ► les A A aromatiques: Phe, Tyr, Trp. 

- ClostripaTne — ► Arg 

- Protease de staphylocoque — ► 6lu 

- Thermolysine — Leu, He, Tyr 

- Methode chimique: 

- Le BrCN qui coupe apres la Met et la transforme en homoserine. 
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A- les Hormones Peptidiques 

Les hormones peptidiques sont une classe de peptides secretes dans 
la circulation sanguine qui ont des fonctions endocrine chez les 
animaux. 

1- Hormones Hypophysaires: 

° La vasopressine : action antidiuretique, elle diminue le volume des 
urines en augmentant la permeabilite a I'eau du tube collecteur. 

COOH— Cys— Tyr— Phe— Glu— Asp — Cys— Pro— Arq— Gly— NH2 
Vasopressine: 9 A A 

° ACTH : hormone adrenocorticotrope, formee de 39 residus 
(PM=4500). Les residus N et C terminaux sont proteges. 


2- Hormones Hypothalamiques: 

° La somatostatine : 

est une hormone polypeptidique. Formee de 2 peptides : une chaTne 
de 14 AA , I 'autre de 28. 

La somatostatine est secretee principalement par les cellules de 

I'hypothalamus. Elle a une action inhibitrice sur I'hormone de 
croissance et agit egalement sur le pancreas endocrine en inhibant 
la secretion de I'insuline et du glucagon. 

Ala-Sly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys 

S S 1 


La somatostatine ( chaTne de 14 A A) 
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° La TRH ou protireline : 

(Thyrotropin Releasing Hormone) est I'hormone hypothalamique qui 
stimule I'antehypophyse a liberer la TSH (Thyrotropine). La TRH est un 
tripeptide: L-pyroglutamyl-L-histidyl-L-proline amide. 



CO — NH, + 
1 3 

CO h 

J— CH 

1 


CO— NH— CH 

>- 

HN— CH CH H-C 

/ 

ch. 

\ 1 


CH, 1 


/ C_N ,\ 


OC— CH, V 


^ CH 


/ 

HC— MH 

TRH 


3 -Hormones Pancreatiques: 

° L'insuline: hormone hypoglycemiante secretee par le pancreas 
endocrine, elle est formee de 2 charnes peptidiques: A (21 A A) et B 
( 30AA) liees par deux ponts disulfure . 



Son effet est hypoglycemiant des que le taux de glucose dans le 
sang (glycemie) depasse 6.10-3 M. 

L'insuline favor ise le retour de la glycemie a la valeur basale de 


5.10-3 M. 
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° Le Glucagon: hormone hyperglycemiante secretee par le pancreas 
endocrine , formee de 29 AA.Ces t une chatne unique sans pont 
disulfure. 





Glucagon 


Son effet est hyperglycemiant des que le taux de glucose dans le 
sang (glycemie) est inferieur a 4.10-3 M. 

Le Glucagon favorise le retour de la glycemie a la valeur basale de 


5.10-3 M. 


4- Hormones digestives: 

° La gastrine: stimule la secretion gastique. 

° La seer etine : formee de 27 AA stimule la secretion du sue 
pancreatique. 

° La pancreozymine : (CCK) formee de 33 AA provoque 
la secretion des enzymes pancreatiques. 

B- Peptides Neurotransmetteurs: 

Ils sont liberes au niveau de la terminaison des axones et des 
membranes pre-synaptiques en diffusant vers la membrane post- 
synaptique. 

° Enkephaline : pentapeptide a activite analgesique (Morphine) 
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C- Peptides de microorqanismes: 

Ils sont isoles de milieu de culture de microorganismes, doues d'une 
activite antibiotique utilisee en therapeutique. 

°La penicilline est un tripeptide produit par un champignon 
Penicillium chrysogenum, qui a ete le premier antibiotique naturel 
decouvert par Fleming. 


Acide 

H phenylacetique 

q> 

HC^ ^CH p-iav.L«mtr 

Valine 

I Cysteine r u 

r 8 ^ ’ 

CO — NH — CH CH C— CH, 

III 

Penicilline co — n ch — coo - 



Les acides amines libres circulant penetrent d'abord a I'interieur 
des cellules a I'aide de transporteurs amines. 

Ces transporteurs sont sodium-dependants et consomment de 
I'energie. 


Avant d'etre utilise pour la synthese proteique, un acide amine doit 
etre active ("charge") par un ARNt sous I 'influence d'une aminoacyl- 
ARNt synthetase. 

II existe vingt aminoacyl-ARNt synthetases, chacune etant 
specif ique d'un acide amine. 
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| Diosymnese proteique 


La synthese des proteines comprend deux etapes: 




mm m m 

.. i L i 


a I i i il 8 C f t i 

O. ...... ~.._ 




2F 

£■<*** 

MWKlH 

m 

] 

•i 

as 

ra 

ooLptnai 

rviSdOii 

AftN-v. 

ii 





Pjyf^ne: 

armi* 


-la transcription permet de 
copier I'ADN en ARNm. Elle 
est realisee grace a I'ARN 
polymerase. 

- la traduction correspond 
au decodage de 
('information portee par 
I'ARN m en proteines, grace 
au code genetique 


Cytoplasm© 

SJe-ge de la tr adu ction . 


ARN de transfer! (ARNt) 

U* a urn acide amine. 


Ribosome 



\ \A vX 


ARN messages 

(ARNm) 




Cheque fois quc Ic ribosome 
svancs le Forvg du brln d'ARNm, 
un rtOuvd a tide amint e-St a joule 
3 la chairte prate mique. Une 
prot£in« pent conteitlr des ml l ifers 
d acides amines. 


Chaquc acid# amine 
est code par urre « 

sequence de trois 1 

bases,, appelee 
codon on triplet. 

Id Ca glycine. 


Vos genes sOnt trap 
pi ecieux pour sortji 
du noyau. Ils sort 
copies et erwoyes 
dans le cytoplasms 
sous forme d'ARNm. 



Noyau 

Siege de la 
transcription. 
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Sous-unite 60S 


Met-ARNt M<11 
ARNm 


Ribophorine 
Membrane du 
reticulum 


( 1 ) Complexe d’initiation 80S 
m 7 G 


Met-ARNt Ml1 
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Cytosol 


Synthese 

proteiquc 


Debut de la 
glycosylation 


La glycosylation 
progresse 


Elagage des chaine 

glycosidiques 

terminates 

Paracheveraent de 
la glycosylation 

Maturation 

protdolytique 


La maturation 
proteolytique 
progresse 


Concentration 

Expulsion 
par exocytose 



Espace 

extracellulaire 



Cytosol 



Lm c&dm gimfiqm 






Deu)fieme l&ttre 




EEJ 



U 


c 


A 


G 






uuu 

phe 

ucu 

ser 

UAU 

Tyr 

UGU 

Cys 

U 




uuc 

Phe 

ucc 

ser 

UAC 

T yr 

UGC. 

Cys 

C 



u 

UUA 

Leu 

UCA 

ser 

UAA 

stop 

UGA 

stop A 



uug 

Ley 

UCG 

Ser 

UAG 

Stop 

UGG 

Trp 

G 


In 


cuu 

cue 

Leo 

Leo 

ecu 

ccc 

Pro 

Pro 

CAU 

CAC 

Hi s 
Hi s 

CGU 

CGC 

Arq 

Arg 

U 

C 

Q 

GL 

<b 

c 

CUA 

Leo 

CCA 

Prd 

CAA 

Gl n 

CGA 

Arg 

A 


a 


cue 

Leo 

CCG 

Pro 

GAG 

Gl n 

CGG 

Arg 

G 

3 

ea 

Cl 

L_ 

£ 

_6J 


AUU 

il e 

ACU 

Thr 

AAU 

Asn 

AGU 

Ser 

U 

ift 


A 

AUC 

II e 

ACC 

Thr 

AAC 

Asn 

AGC 

Ser 

C 



AUA 

Il e 

ACA 

Thr 

AAA 

Lys 

AGA 

Arg 

A 

Cl 

Q> 

£ 

pj 


AUG 

Met 

ACG 

Th r 

AAG 

Lys 

AGG 

Arg 

G 

Hh 

E_ 

■Qs- 


GUU 

Val 

GCU 

Al a 

GAU 

Asp 

GGU 

Gl y 

U 

LO 



GUC 

Val 

CCC 

Al a 

GAC 

Asp 

GGC 

Gl y 

c 



G 

GUA 

val 

GCA 

Al a 

GAA 

Gl U 

GGA 

Gl y 

A 




GUG 

Val 

GCG 

Al a 

GAG 

Glu 

GGG 

Gl y 

G 





codon d 

Nnitiotion 

codon de tirm-mmson 
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Qu<g|)§ sent lies differents niveaux 
d'orgarusut bn dune structure 
protefque ? 


Structure ptimaire ©u sequence de la pratii'ne 


La structure primaire dune proteine correspond a I'ordre 
d'enchamement des acides amines, la sequence commence par \'AA Nt 
et se termine par \'AA Ct, cette succession correspond au sens de la 
traduction de la proteine. 


Radical 



jV terminal C- terminal 

S tr ll cttl re prim a ire : ala - cys -asp-gly -ser 


Les A A sont relies entre eux par des liaisons peptidiques covalentes, 
formant des plans successifs et dont la disposition les uns par rapport aux 
autres donnera la structure de la proteine dans I'espace. 
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Structure tridimeirNonelle des proteines 

A-Structure conformationelle : 


La structure secondaire : forme de la chame peptidique 
possedant des liaisons non covalentes. 

La structure tertiaire : forme de I'ensemble de la chame 
peptidique avec ses repliements eventuels. 

La Structure quaternaire : geometrie de lassociation des 
differentes chames ente elles . 


(a) Primary structure 
— Ala— Glu-Val-Thr-Asp-Pro-Gly- 

H ® H ® 

II II 

H- N-C-C-N-C-C-OH 


(c) Tertiary structure 



I I 

Domain 


(b) Secondary structure 
a helix 

P sheet 


(d) Quaternary structure 
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Une protein? adopt? sa structure 
secondaire lorsque des acides 
amines voisins dans la chain? 
(structure primaire) forment 
entr? eux des liaisons hydrogen?. 


La structure tertiaire,a trois 
dimensions, de la protein? result? 
de ^interaction entr? les acides 
amines en differents points de la 
structure secondaire en spiral?. 



Lorsque deux ou plusieurs chaines de 
structure tertiaire s'associent pour 
former une molecule de grande taille, 
la protein? a une structure 
quaternaire. 


Les interactions pretiiques 


- Liaisons hydrophobes : Les AA hydrophobes ont plus d'affinite entre 
eux, (interactions de Van der Waals). 


-Liaisons ionioues : Les radicaux qui s'ionisent positivement forment 
des liaisons ioniques avec ceux qui s'ionisent negativement. 


-Liaisons hydroqenes: des liaisons « intra-moleculaires » entre C-0 et 
N-H peptidiques. 


-Les ponts disulfure : liaison covalente entre 2 Cys par I'atome de 
soufre. 
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Pont disulfure 


H H 0 

I I II 

protein-N-C-C-protein 

i 


H H 0 

protein-N-c-c-protei 

i 


CH 

i 

SH 

SH 

I 

CH 

i 

protein-N-C-C-protei 

I in 

H H 0 


Disulfide 

bond 


CH 

i 

S 

I 

s 

I 

CH 

i 

protein-N-C-C-protein 

I in 

H H 0 


Cysteine 


Cystine 


A chain 


Gly-lle-Blu-Gln-Cys-Cys-Ala-Ser-val-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Cys-Asn 


B chain 


10 


15 


I 


I 


Phe-Yal-Aan-Gln-Hia-Cya- Leu-Gly-Ser-Hia-Leu-Yal-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Yal-Cya-Gly-Glu 


10 


15 


20 
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B- Structures ordonnees 

beux types principaux de structure ordonnee : 

L'helice alpha 

La charne A A prend la forme d'un tire-bouchon. Les differentes spires 
sont stabilisees par des liaisons hydrogenes. 

Le feuillet beta 

II se forme des liaisons hydrogene entre certains AA de la chaine disposes 
parallelement les uns par rapport aux autres, ou d'une fagon antiparallele. 

(membrane plissee). 

Le coude beta 

Chames peptidiques repliee sur elles memes de fagon antiparallele, une 
telle conformation est stabilisee par des liaisons hydrogenes. 


Structure secondaire des proteines 


Chaine a Helice 



Chaine p 



Feuillet parallele 



Feuillet antiparallele 
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C- Hierarchie dans la conformation des proteines 

Les proteines fibreuses: 

Le collagene: Le derme de la peau est forme d'un dense treillis de 
fibres de collagene 

La keratine : Les >ngles, la couche cornee de la peau, la corne des 
animaux, les cheveux, les poils et les jlumes sont toutes des structures 
essen tiellement constitutes de keratine. 

Le cvtosouelette : il forme I 'armature de la cellule, il est constitue 
de trois types de fibres de proteines: les microtubules, les 
microfilaments et les filaments intermediaires. 
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Le collagene 



FHo&a&r 
O'-V tf't 




J 

■ 
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I * -1 






















J 
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J 

1 

— 

— 
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Chaque molecule de collagene est formee d'une helice alpha. Des ponts disulfure relient 
ces helices trois a trois (a, b et c). Les groupes de trois sont relies entre eux pour former 
de grosses fibres (d) tres resistantes visibles au microscope electronique (e et f). 


La keratine 



La keratine est semblable au collagene. Elle est formee de fibrilles 
constitutes de trois helices alpha reliees entre elles par des ponts 
disulfure 
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Le cytosquelette 



Microtubule Microfilament Filament intermediate 


Le cytosquelette est responsable de la forme particuliere de chaque cellule, de sa 
resistance aux tensions et des mouvements qu'on y observe parfois. 

Le cytosquelette est constitue de trois types de fibres de proteines: les microtubules, les 
microfilaments et les filaments intermediates 


Les proteines qlobulaires: 

Coexistance de structures ordonnees et non ordonnees qui donne un 
repliement de la chdrne polypeptidique sur elle-meme. 

Le lysozyme : forme de zones non ordonnees, 3 segments d'helice a 
et 2 segments de feuillet (3. 


La chatne d'AA formant le 
lysozyme se replie pour 
former une structure plus 
compacte bien precise 


La myoalobine : formee de 8 segments d'helice a separes par 
des structures non ordonnees. 
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Structure quaternaire des proteines qlobulaires 

Des proteines globulaires: formees de SU ou protomeres ou 
domaines, associees entre eux par des liaisons secondaires. 

I'hemoglobine : transport de I'oxygene dans le sang 



L'hemoglobine est formee de 2 ch dines a et de 2 chaTnes p. Les hemes 
contenant chacun un atome de fer sont representes par les disques 
rouges. 


Propriltls physiques ef ehlmlques des proteines 

Les proteines sont des substances de masse moleculaire elevee; on 
distingue :-les holoproteines : AA uniquement. 

-les heteroproteines : en plus des AA , un groupement de 
nature non protidique. 

A- Caractere de solubilite 

La plus part des proteines sont solubles en milieu aqueux, la solubilite 
depend du: - pH la proteine est moins soluble au voisinage 

de son pHi. 

- force ionique : Le sulfate d'ammonium 
augmente la force ionique 

-solvants organiques : les solvants organiques 
miscibles a I’eau ont un effet precipitant sur les proteines, en 
diminuant leur solubilite , ex ethanol) 

Les proteines solubles sont les proteines globulaires. 

Les proteines insolubles dans I’eau, sont les scleroproteines. 
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B- Proprietes ioniques d'une proteine 


un indice de 
polarite 

Le caractere amphotere des radicaux des AA ionisables qui 
constituent les proteines est tres important pour la structure et 
les fonctions de ces radicaux dans les domaines de la proteine. 

On peut determiner la charge globale d'une proteine a n’importe 
quel pHt en calculant la charge de chaque AA ionisable qui la 
compose . 



C- Dosage colorimetrique 

La reaction au Biuret est obtenue par toutes les proteines et 
peut servir a leur dosage colorimetrique, la methode de Lowry 
est beaucoup plus sensible: elle combine la reaction du biuret 
a la reduction par les phenols ( reactif de Folin). 

La plus part des proteines absorbent la lumiere UV a DO 280nm, 
Cette absorption est en relation avec la Tyrosine et le Tryptophane 
de la proteine. La mesure de la DO a 280 nm peut servir au dosage 
des proteines 
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E- Oenaturation des proteines 

Les liens proteiques peuvent se defaire, aboutissant a une 
structure desordonnee : C'est la denaturation, elle est due : 

La chaleur: I'agitation thermique peut briser les liaisons 
hydrogene. 

Un pH extreme: milieu trop acide ou trop alcalin. 

Un milieu tres concentre en electrolytes: ions. 

Les solvants organiques. 

Certaines substances chimiques peuvent aussi reagir avec la proteine et 
briser les liaisons ioniques ou meme les ponts disulfures. 


&s§ proteines 


A- Purification des proteines 

Par ultracentrifugation (65.000t/mn) , cette separation sera fonction du 
PM. 


B- Extraction des proteines 

1- Par gel filtration ou tamisage moleculaire sur colonne de 
chromatographie formee par un gel de sephadex . 


Melange de molecules 
de tail les diflferentes 

i 


2 

i 

i: 

3 

Colonne rennplie de 

billes de pores ite 
co ritrolee (Sephadex) 

geg 



■: 

^0 
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2- Electrophorese sur gel de polyacrylamide 


Electrophorese sur gel de polyacrylamide + sodium dodecylsulphate (SDS) 


• les proteines liees au SDS ont toutes la meme charge, separation selon la 
taille uniquement 
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La vitesse de migration sera fonction de la masse moleculaire. 

(les petites molecules migrent plus vite par rapport aux grosses 
molecules) 

En presence de Sodium dodecylsulfate (SDS), detergent anionique qui 
dissocie les polymeres de proteines, en tapissant chaque SU de(S03-) 


12345B7S9 



keliation structure 
fenctien 
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Synthese 

et secretion <fune 
profeine f ibreuse : 
Le collogene 
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L@s transporters 
proteiques 


L hemoqlobine est une metallique contenant du dont 

la principale fonction est le transport del' a I'interieur des 


Hnn<; \p. 



Structure de I'hemoglobine Un heme: porphyrine-fer 


L'hemoglobine est un tetramere: 25U aet 2 SU (3, pour une masse 
totale ~64 000 . 

Au coeur de chaque globine se trouve un cycle heterogene : porphyrine 
qui contient un atome de fer qui fixe I'oxygene. 

La capacite totale de liaison de I'hemoglobine pour I'oxygene est de 
quatre molecules. 
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Transport membranaire 

De nombreuses substances chimiques traversent la membrane en 
passant par de petits canaux faits de proteines. 



Canal proteique traversant la membrane de la cellule, le canal est forme de 5 SU 
chacune formee d'un assemblage d' helices alpha. 




Les enzymes 
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Mode d' action des enzymes 


Au niveau dune certaine region proteique, les AA adoptent des 
caracteristiques chimiques specifiques. Cette region est appelee site 
actif, ou s'effectue la reaction chimique catalysee par une enzyme. 


le site actif : cavite complementaire a la structure du substrat 

- complementarity geometrique 

- complementarity electronique: interaction hydrophobe, liaison 
hydrogene, liaison ionique 

- stereospecificite 

Peotitle bond Trypsine Chymotrypsine Elastase 



Hydrophobic interaction 


Ionic interaction 

Acces aux residus: 


basiques aromatiques de petites failles 

arg-lys phe-tyr ala-gly 
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les defenses de 
I organisme 


Ce sont les Anticorps 

Les anticorps fabriques par certains globules blancs ,sont de 
grosses proteines : les Immunoglobulines, composees de 
plusieurs types de sous-unites (charnes), de masses 
differentes (chames lourdes, chames legeres) 
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Structure des Immunoqlobulines 



2 chaTnes longues (lourdes) et 
2 chaTnes courtes (legeres). 


On distingue deux domaines : un du cote NH2-terminal, dit 
domaine variable et un en COOH-terminal dit domaine constant. 
Dans chacun de ces domaines se trouvent deux feuillets 6 unis 
par un pont disulfure. 



Domaines constants 

Les domaines constants ne sont pas impliques dans la reconnaissance 
de I 'antigene, mais dans la fonction de defense. 

Domaines variables 

Une immunoglobuline possede quatre domaines variables situes aux 
extremites des deux « bras » et constitue le site de reconnaissance 

de I 'antigene. 
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Les Hormones 
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Glucagon 
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Adenylate [AC + sous-unite ct ] 

cyclase — > 

(AC) 
inactive 


Proteine kinase A 
AMPc dependante 
inactive 


> AC active AMPc 

AlC'^Pc ^ l|| | 

| | Sous-unites r%ulatiices 

Sous-unites 
catalytiques 


AMPc 


Sous-unites 

catalytiques 

actives 


Phosphorylation de la phosphofructokinase 2 
--> activite fructose 2^-bisphosphatase augmentee 


PFK-2 

C2,6k)i5e 


ATP V ADP 



Fructose 2,6 
bisphosphate 


Fructose 6 
phosphate 



ty Insitline 



Chaine A 



JJ" Chaine B w ^ 


Maturation de I'insuline 
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Hormone hypoglycemiante secretee par le pancreas 
endocrine, elle est formee de 2 chatnes peptidiques: A (21AA) et B 
(30AA) liees par deux ponts disulfure . 

L'insuline passe dans le sang a trovers I'endothelium du 
capillaire et excerse son action au niveau de ses cellules-cibles 
(hepatocytes. adipocytes et cellules musculaires) 

L'action de l'insuline passe par I'activation de certaines 
enzymes qui catalysent la synthese du glycogene . 


CONCLUSION 


Les proteines sont les composes organiques les plus 
complexes et les plus diverses des etres vivants. 

La var iabilite de leur structure et la flexibility de 
leur conformation permet aux proteines d'assurer les 
foncions les plus elaborees et les plus complexes dans 
I'organisme. 

La maturation et I'adressage des proteines est le 
moyen qu'utilise la cellule pour acheminer chaque proteine 
vers sa destination finale. 


58 


18/12/2014 


Pious Inc s 

aclcfea annnic s 


laic i ts 

+ 

glucose 

i 

GLY COLYSE 


TFAWSA mewatiok 

DESJOvJJMATCOH 


I 


Pyruvate 

I 

□ ECARSOK Y LATION 

oky date ve 


L Spades 

+ 

RCltifi S gTSS 


HEUCfi DE. LYNBN 


4 


Les proteines, les sucres, 
provenant de notre alimentation produisent 
respectivement des acides amines, du 
glucose et des dont les reactions 

chimiques convergent pour activer les 
differentes voies metaboliques de la cellule. 
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